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(£) utilisation de I'acide stearidonique pour le traitement des maladies inflammatoires. 

@ On utilise I'acide stearidonique dans une composition pharmaceutique dans le but de prevenir et de traiter 
les maladies d'origine inflammatoire chez les mammiferes. 

Le role de I'acide stearidonique est d'inhiber la biosynthese des leucotrienes et des acides hydroxyeicosate- 
traenoiques formes par Taction de la 5-lipoxygenase sur I'acide arachidonique. 
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Uinvention a trait a rutilisation de Tacide stearidonique dans une composition pharmaceutique anti- 
inflammatoire. 

Uacide stearidonique (SA. C18:4 A 6.9,12.15) est un acide gras polyinsature. de la serie n-3 
(nonnenclature definie par remplacement de la premiere double liaison a partir du groupe methyl) Pour etre 

5 utilise par rorganisme. Tacide alpha-linolenique (ALA, C 18:3 A 9.12.15), qui constitue le point de depart de 
la sene n-3 et qui est present dans la plupart des dietes ingerees. doit etre metabolise en SA par 
desaturation au moyen de renzyme A 6 desaturase. Or on sait que Tactivite de cette enzyme est faible et 
qu'elle diminue lors du vieillissement et a la suite de certaines maladies. 

Parmi les substances jouant un role important dans les processus inflammatoires. par exemple de type 

w allergiques tels que Tasthme. de type cutane comme I'acne, le psoriasis et I'eczema. ou de type 
rhumatismal, ainsi que ceux consecutifs aux traumatismes, etats de choc ou pathologies comme par 
exemple la mucoviscidose. les leucotrienes sont formes principalement par Toxydation par les lipoxygena- 
ses de racide arachidonique (AA. C20:4 A 5,8.11.14) libere a partir des membranes cellulaires. On sait en 
parttculier que les leucocytes polymorphonuclees humains transforment I'AA en leucotrienes particuliere- 

75 ment en acide (5S.12R).5.12-dihydroxy-6,14-cis-8.10-trans-eicosatetraenoique (LTB4) de forme stable par 
r.ntermediaire de la 5-lipoxygenase. Le LTB4 joue un role predominant dans differents processus inflamma- 
toires. 

Pour cette raison. on tente de diminuer les facteurs de I'inflammation en developpant des inhibiteurs de 
la 5-lipoxygenase. On a montre que certains acides gras superieurs de la serie n-3. par exemple selon Lee 

20 T.H. et al. (1984) dans J. Clin. Invest 74. 1922-1933. que Tacide eicosapentaenoique (EPA, C20:5 A 
5,8.11,14.17) pouvait moduler la synthese des leucotrienes et ameliorer les etats inflammatoires. Ceci a ete 
egalement montre pour un acide gras de la serie n-6, Cacide dihomogamma-linolenique (DHLA C20'3 A 
8.11.14), par exemple selon Tate. G. et al., (1989) J. Rheumatol. 16.729-733. Nous avons trouve que le SA 
a la propnete d*inhiber la biosynthese des leucotrienes. 

25 L'invention conceme done I'utilisation de I'acide stearidonique ou de I'un de ses derives pharmaceutique- 
ment acceptable pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a la prevention et au 
trartement des maladies d'origine inflammatoire chez les mammiferes, notamment les maladies allergiques. 
cutanees. rhumatismales et celles consecutives aux traumatismes. etats de choc et pathologies. 

Par derive pharmaceutiquement acceptable, on entend un sel. ester, ou amide correspondant a Tacide 

30 gras. Comme sel on prefere les sels d'acides amines, par exemple d'arginine. Les esters preferes 
envisages sont par exemple les mono-, di- ou triglycerides et les phospholipides. 

Dans un mode de realisation particulier. on utilise le SA en combinaison avec un ou des acide(s) gras 
polymsature(s) inhibiteur(s) du metabolisme oxygene de I'AA. Ce peut etre un acide gras polyinsature 
inhibiteur de la 5-lipoxygenase de la serie n-3. par exemple TEPA. I'acide docosahexaenoique (DHA. 022 6 

35 A 4.7.10.13.16,19) ou de la serie n-6, par exemple le DHLA ou son precurseur racide gamma-linolenique 
(GLA. C18:3 A 6.9.12). ou encore un derive pharmaceutiquement acceptable d 'un tel acide gras tel que 
defini ci-dessus. Dans une mode de realisation prefere de cette utilisation combinee. on met en oeuvre un 
concentrat contenant essentiellement le GLA et le SA provenant de rhuile de pepins de cassis, par exemple 
prepare selon Texemple 1.2 de la demande de brevet CH 1919/89-9 (EP.A „.). 

40 Dans un autre mode de realisation prefere de cette utilisation combinee. on met en oeuvre un 

concentrat contenant essentiellement le SA. TEPA et le DHA provenant de I'huile de poisson, par exemple 
prepare selon le ler par. de Texemple 3 de la demande de brevet CH 1919/89-9 (EP.A ..). 
Le SA ou le melange d'acides gras polyinsatures ou leurs derives utilises peuvent etre avantageusement 
proteges de Toxydation par un antioxydant, par exemple le palmitate d^ascorbyle. les tocopherols, I'acide 

45 ascorbique en presence de lecithine ou un melange de tels antioxydants. 

Une composition pharmaceutique precedente peut se presenter sous differentes formes adaptees au 
mode d'administration, par exemple par voie orale, enterale, rectale, parenterate ou topique. 
On peut par exemple preparer des capsules, gelules. suppositoires ou sirops. 

Dans le cas d'une administration enterale ou parenterale. la composition se presente sous forme de 
50 solutions pu emulsions stabilisees chimiquement et physiquement. apyrogenes et steriles. 

Dans le cas particulier d'une application topique. par exemple pour combattre les inflammations dermatolo- 
giques du type acne, eczema ou psoriasis, la composition peut se presenter par exemple sous forme de ' 
pommade. onguent. creme ou lotion. 

La dose administree depend du type et du degre de la maladie a traiter. Elle peut etre de 0.05 a 10 g 
55 d'acide stearidonique par jour en prise unique ou de preference en 2 a 3 prises separees. 

Les exemples ci-apres illustrent rinvention. Dans ces exemples, les parties et pourcentages sont 
ponderaux sauf indication contraire. 
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Exemple 1 

Action du SA sur la biosynthese des leucotrienes 



5 Pour etudier Taction du SA sur la biosynthese des leucotrienes. on incube des leucocytes humains 

isoles avec le SA et, a titre de comparaison avec TEPA et le DHLA, on identifie les metabolites resultant de 
Taction de la 5-1 i poxy genase sur TAA par chromatographie bidimentionnelle sur couche mince (TLC) et on 
les analyse quantitativement par chromatographie liquide haute performance (HPLC). 

Pour suivre les metabolismes de AA et SA, certalnes experiences ont ete faites avec ces acides gras 

70 marques au CI 4 en position Cl. 

1 . Conditions experimentales 



1.1 Preparation des suspensions de cellules 

75 

On recueille du sang sur un melange d'acide citrique, de citrate trisodique et de dextrose comme agent 
anti-coagulant a partir de donneurs normaux n'ayant pas pris de medicament pendant au moins 10 jours 
avant la prise de sang. Apres centrifugation a 200 g pendant 15 min, on elimine le plasma riche en 
plaquettes et on recueille la fraction sanguine restante a laquelle on ajoute 0,5 volume d'une solution 

20 aqueuse contenant 3% de dextrane 250 et 0,9% de NaCI. On laisse fes globules rouges sedimenter en 
environ 90 min a la temperature ambiante. puis on recueille te sumageant et on le centrifuge pendant 15 
min a 80 g. On remet en suspension pendant 15 s ce sediment obtenu correspondant a environ 2x10^ 
cellules dans 1 ml d*eau distillee, puis on retablit Tiso-osmolarite en ajoutant 1 ml de solution 
Tyrode/HEPES de concentration double. On centrifuge alors la suspension pendant 10 min. a 60 g, on 

25 recueille un sediment de leucocytes, que Ton remet en suspension dans une solution Tyrode/HEPES 
contenant 2 mM (mmol/l) de calcium. 

Apres avoir stimule les leucocytes par du calcium ionophore A23187 (luM) de TAA (20 uM) pendant 10 
min. a 37* C, on les incube avec les acides gras (le cas echeant marque au CM en position 1 pour SA ou 
AA) dans les quantites indiquees ci-apres au par. 2. pendant 30 min. a 37* C. On arrete Tincubation au 

30 moyen d'ethanol contenant 2 nanomoles d'acide 13-hydroxy-octadecatrienoTque (13-HODE) (obtenu par 
action de la lipoxygenase de soja sur Tacide linoleique) et 2 nanomoles de prostaglandine B2 (PGB2). a 
raison de 3 fois le volume d'ethanol par rapport au volume de la suspension. 

On extrait les lipides par le chloroforme a raison de 6 fois le volume de la suspension (sans Tethanol)- 
. 13-HODE et PGB2 sont utilises comme standards pour Tanalyse quantitative. 

35 

1 .2 Analyse des acides gras mono-hydroxyles 

On separe les lipides extraits sur des plaques de silicagel G par chromatographie bidimentionnelle sur 
couche mince. On developpe les acides gras monohydroxyles dans la premiere dimension au moyen d'un 

40 melange solvant hexane/diethyl-ether/acide acetique glacial en proportion votumique 59/40/1 , les acides 
gras di-hydroxyles restant a Torigine de la plaque. On detecte. le cas echeant. les acides gras mono- 
hydroxyles marques avec un detecteur de radioactivite, on les recolte de la plaque ainsi que le 13-HODE. 
on les extrait avec le diethyl-ether, on evapore le solvant sous azote, puis on les separe par HPLC en phase 
inverse avec un melange solvant d*elution methanol/acide acetique aqueux de pH3 en proportion volumique 

45 73/27. On les detecte par spectroscopie UV a la longueur d'onde 234 nm et on les quantifie par 
comparaison avec le standard 13-HODE en faisant Thypothese qu'ils ont tous la meme extinction specifique 
3 X 10* M-^cm-\ 

1.3. Analyse des acides gras di-hydroxyles 

50 

On developpe les acides gras di-hydroxyles restant a Torigine de la plaque dans la seconde dimension 
perpendiculairement a la premiere a Taide d'un melange solvant hexane/diethyl-ether/acide acetique glacial 
en proportion volumique 25/74/1. Leur detection, recolte. extraction, separation et analyse quantitative 
s'effectue comme indique en 1.2 ci-dessus, sauf que le melange solvant d'elution dans THPLC est 
55 methanot/acide acetique aqueux de pH3 en proportion volumique 66/34. On utilise PGB2 comme standard 
d*evaluation quantitative des acides gras di-hydroxyles selon leur absorbance UV maximale respective 
(longueur d'onde 270 nm, extinction 2,8 x 10* et 5x10* M"^ cm"' pour PGB2 et respectivement di-hydroxy 
derives). 
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2. Resultats 



10 



75 



20 



L'acide arachidonique (AA) (Sigma' Chemical Company. St.Louis MO. USA) est utilise comme controle. 
c'est-a-dire qu'il n'y a pas d'incubation des leucocytes avec d'autres acides gras. 

Les acides gras incubes avec les leucocytes sont: Tacide stearidonique (SA) obtenu a partir de Thuile 
de pepms de cassis, sous forme purifiee selon la demande de brevet CH 1919/89-9 (EP.A...). 
racide eicosapentaenorque (EPA) (Sigma Chemical Company) et I'acide di-homogammalinolenique (DHLA) 
(Sigma Chemical Company). 

racide 5-hydroxyeicosatetraenoique (5-HETE) (Cayman Chemical, Ann Arbor Ml, USA), longueur d'onde 
maximum (X max);234 nm. temps de retention (Rt):42.69 min. 

racide 5S.12S[E.Z.E.Z]-di-hydroxyeicosatetraenoique (di-HETE) (M. Guichardant et al. biochem J 256 879- 
883, 1988). X max:259, 268 et 279 nm. Rt: 29.96, 

racide 5S.12 R [Z.E.E.Z.]-5.12-hihydroxy-6.14-cis-8.10-trans-eicosatetraenoVque (LTB4) (Cayman Chemical) 
X max:261, 271 et 282 mm, Rt: 27,46 min, 

I'isomere A de LTB4. 5S.12R [E.E.E.Z]-LTB4 (M.Guichardant et ai. biochem. s.256,879-883 1988) Rt-21 46 
et . /» ■ . 

I'isomere B de LTB4. 5S.12 S[E.E,E.Z]-LTB4 (M.Guichardant et ai. biochem. s.256,879-883, 1988). Rt:24.27. 

Les quantites de metabolites obtenues sont exprimees en picomole/IQS leucocytes et representent la 
moyenne de 5 experiences avec n determinations. Les degres de signification. P. sont determines par un 
test t par rapport au controle. 

Les resultats sont indiques dans le tableau ci-apres: 



25 



TABLEAU 



30 



35 



40 



45 



50 



Acide gras Quantite 

incube avec d* acide 

les leucocytes, gras incube, 

stimiles par AA ytiM 



Quantite de metabolites, 
piccaole / 10 leucocytes 



SA 



SA 



EPA 



DHLA 



10 



20 



20 



20 



5-HETE LTB4 



LTB4 



LTB4 



DI-HETE 



6 



Controle 







isoDere A 


isomere B 




8880 


10220 


2670 


2780 


700 




P<0,02 








7030 


8480 


2070 


2200 


510 


P<0,05 


P<0,01 


P<0,01 


P<0,05 




5920 


9090 


2180 


2730 


510 


P<0,01 


P<0,01 


P<0,05 






5350 


3140 


770 


780 


168 


P<0,01 


P<0,01 


P<0,02 


P<0,0S 


P<0,01 


9080 


17770 


4080 


4190 


720 



55 



Legende: — : non significatif 

Les resultats precedents montrent clairement que le SA, acide gras polyinsature de la serie n-3 a un 
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effet sur le metabolisme de TAA conduisanl aux leucotrienes par Tintermediaire de la 5-lipoxygenase des 
leucocytes humains. II diminue !a formation des 5-HETE et DI-HETE d'environ 25% et cells des leucotrie- 
nes 84 d'environ 50%. c'est-a-dire de maniere comparable a I'EPA qui est egalement un acide gras 
polyinsature de la serie n-3 a concentration egale (20 uM). 

Son activite est cependant moins forte que ceile de Tacide di-homogammalinolenique. acide gras 
polyinsature de la serie n-6 qui inhibe la formation des leucotrienes B4 a environ 80% et celle du 5-HETE a 
environ 40% a la meme concentration (20 uM). 

Son effet pourralt aussi etre du a certains de ses metabolites hydroxy les qui ont ete detectes a partir 
du SA marque. 



2. On prepare des capsules de gelatine pour I'administration orale contenant 250 mg de SA obtenu a 
partir de Thuile de pepins de cassis. 

3. On prepare des capsules de gelatine pour I'administration orale contenant 250 mg de SA obtenu a 
partir de I'huile de poisson. 

4. On prepare des capsules de gelatine pour I'administration orale contenant 500 mg d'un melange 
d*acides gras contenant 80% de GLA et 15% de SA obtenu a partir de I'huile de pepins de cassis. 

5. On prepare des capsules de gelatine pour I'administration orale contenant 500 mg d'un melange 
d'acides gras contenant 16% de SA, 35% d'EPA et 39% de DHA a partir de I'huile de poisson. 

Exemples 6-9 



On prepare les compositions suivantes destinees a une application topique: 



Exemple 2-5 



6 - Qnguent hydrophobe 



% 



SA 



5 



Polyethylene micronise 
Myristate d' isopropyle 



85 



10 



EP 0 457 950 A1 



7 . Pommade hydrophobe 



10 



15 



SA 

Triglycerides des acides caprique, 
caprylique et stearique 
Triglycerides des acides caprique et 
caprylique 
Vaseline 

Huile de vaseline 
8 • Creme 



40 
30 

20 
9 



20 



25 



30 



SA 

Alcool cetylique 

Alcool cetylique oxyethylene a 20 moles 

d'oxyde d' ethylene monostearate de glycerol 

Triglycerides des acides caprique et 

caprylique 

Propyleneglycol 

Eau 



0,5 

6 



15 
10 

68,5 



Lotion 



35 



40 



SA 

Ethanol 

Propyleneglycol 



0,1 
50 

49,9 



Les compositions des exemples 6 a 9 precedents sent fabriquees et entreposees en atmosphere inerte 
et a Tabri de la lumiere. 

45 Revendications 

1. Utilisation de I'acide stearidonique ou de Tun de ses derives pharmaceutiquement acceptable pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a la prevention et au traitement des maladies 
d'origine inflammatoire chez les mammiferes. 



50 



55 



Utilisation selon la revendication 1. en combinaison avec un ou des acide(s) gras polyinsature(s) 
inhibiteur(s) du metabolisme oxygene de Tacide arachidonique ou un ou des derive(s) pharmaceutique- 
ment acceptable(s) d'un ou de tel(s) acide(s). 

Utilisation selon la revendication 2. en combinaison avec I'acide eicosapentaenoVque et/ou docosa- 
hexaenoVque. 

Utilisation selon la revendication 2. en combinaison avec Tacide gamma-linolenique et/ou di-homogam- 
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malinolenique. 

5. Utilisation selon la revendication 2 sous forme d*un concentrat provenant de renrichissement de Thuile 
de pepins de cassis ou de Thuile de poisson. 

5 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 sous une forme adaptee a radministration par voie 
orale, rectale, enterale ou parenterale, 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 sous une forme adaptee a radministration topique. 

w 

8. Utilisation selon la revendication 1 sous une forme fournissant une dose quotidienne de 0,05 a 10 g 
d'acide stearidonique ou de Tun de ses derives pharmaceutiquement acceptable. 

9. Procede de prevention et de traitement des maladies d'origine inflammatoire chez les mammiferes, 
75 caracterise par le fait que Ton administre aux patients une quantite efficace d'acide stearidonique ou de 

i'un de ses derives pharmaceutiquement acceptable, le cas echeant en combinaison avec un ou des 
acide(s) gras polyinsature{s) inhibiteur(s) du metabolisme oxygene de Tacide arachidonique ou un ou 
des derive(s) pharmaceutiquement acceptable(s) d*un ou de tel(s) acide(s). 

20 10. Procede selon la revendication 9. caracterise par le fait que Ton administre aux patients une dose 
quotidienne de 0.05 a 10 g d'acide stearidonique ou de Tun de ses derives pharmaceutiquement 
acceptable. 
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